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COMMUNICATIONS 
Recherche et titrage des antibiotiques présents 
dons le lait et les produits laitiers 
1. - Observations sur la méthode des disques 
par J. JACQUET et Mlle N. RIQUIER 
Il apparait que notre Académie est particulièrement bien placée 
pour s'occuper d'un tel problème, au moment même où l'ancien 
Service Technique de l'industrie Laitière (STIL) vient d'être intégré 
à la Direction des Services Vétérinaires du Ministère de l' Agriculture. 
Par ailleurs, l'application de l'arrêté du 17 avril 1966 sur le ldlt 
pasteurisé de haute qualité, encore tout à fait exceptionnèl dans 
notre pays, prévoit formellement l'obligation d'une recherche de ce 
type. 
Enfin, ce qui est une action, limitée, dans l'espace, mais beaucoup 
plus puissante et massive, depuis le 1er avril dernier, à la suite d'un 
accord interprofessionnel, le paiement de tous les laits collectés par 
les industriels et coopératives laitières du Calvados est en partie 
fondé sur la preuve de l'absence de ces antimicrobiens. Le principal 
laboratoire spécialisé dans ce domaine est ainsi amené à réaliser 
l'étude de 3.000 échantillons en moyenne par jour. Il est prévu que 
d'ici très peu de temps, par la même entente régionale, cette sur­
veillance constante sera étendue aux deux autres départements de 
Basse-Normandie. 
Un nombre considérable de méthodes ont été préconisées pour 
rechercher les antibiotiques dans le lait. La plus fréquemment 
employée est sans conteste celle de diffusion en gélose à partir des 
disques, comme c'est déjà le cas pour les antibiogrammes. Sa sim­
plicité et sa rapidité sont évidentes. Mais, elle présente, aussi, 
quelques ·défauts, aucune technique n'étant jamais vraiment par­
faite : 
Bull. Acad. Vét. - Tome XLI (Juin 1968). - Vigot Frères. Editeurs. 
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- elle n'est applicable qu'à un liquide (lait ou lactosérum) et ne 
convient ni à la crème, ni aux laits fermentés, ni aux caillés ni aux 
fromages; 
- les résultats dépendent de la nature du papier utilisé, ce qui 
importe étant, d'une part, la charge de lait et par conséquent d'anti­
biotique qu'il retient, mais aussi, la quantité qui peut en sortir 
ensuite pour diffuser dans la gélose. C'est ce que CnABBERT appelle de 
son côté, pour les antibiogrammes, la notion de performance. Il y a 
donc des variations inévitables selon les fournisseurs de disques et 
également suivant les divers opérateurs. 
Nous avons étudié quelques-uns de ces paramètres sans chercher 
à faire une étude statistique de grande précision, ce qui nous 
eût amenés à utiliser 20 boites de Pétri par diamètre de disque. 
1. - Influence du diamètre des disques.
Avec un papier légèrement rigide (n° 13) servant de membrane
filtrante à l'appareil Regien et Simoneton, nous avons découpé 
35 disques de chaque type des diamètres suivants: 10, 12, 16, 18 mm. 
Un nombre égal de disques de chaque groupe a été plongé dans des 
échantillons de lait renfermant respectivement : 10, 5, 2, 1, 0,5 
et 0,1 unité internationale de pénicilline G. Comme nous avons à 
faire varier les tailles des disques, et ultérieurement des cavités 
pratiquées dans la gélose, nous préférons noter les dimensions de 
l'anneau d'inhibition (diamètre de la zone totale d'arrêt de la culture 
- diamètre du disque ou de la cavité [Fig. 1]). 
Dans tous les cas, les tailles des anneaux d'inhibition obtenues sur 
gélose Heatley (1) ensemencée avec Staphylococcus aureus souche 
Oxford ont été les plus grands avec un seul diamètre, celui de 14 mm 
(Fig. 2). Il y a donc, dans les conditions ci-dessus, une dimension 
optimale du diamètre des disques. 
2. - Influence du poids des disques.
Nous avons, tout d'abord, mesuré l'importance de la variation 
spontanée que l'on peut enregistrer avec des disques du commerce 
(Institut Pasteur). Nous avons trouvé les résultats suivants: 
(1) Peptone ................................ . 
Chlorure de sodium ...................... . 
Glucose ................................ . 
Gélose .................................. . 
Eau .................................... . 
Ajuster au pH .......................... . 
20 g 
5 g 
2 g 
20 g 
1.000 ml 
7,4 
1 
c 
FIG. 1 
A) Disque imprégné de lait renfermant un antibiotique. 
B) Taille de l'anneau d'inhibition. 
C) Diamètre total de la zone d'inhibition, disque compris. 
D) Zone de culture microbienne. 
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a) 63 disques imprégnés de pénicilline : poids allant de 6,05 
à 7,45 mg (moyenne : 6,84 mg; variance : 0,57; écart-type : 0,75). 
92 p. 100 des disques ont une masse située entre 6,84 mg ± 0,50. 
b) 67 disques imprégnés de streptomycine : poids allant de 6, 75
à 8,35 mg (moyenne: 7,65 mg; variance: 1,13; écart-type: 1,06). 
89,9 p. 100 des disques sont compris entre 7 ,65 mg ± 0,50. 
c) 75 disques imprégnés de chloramphénicol : poids allant de 6,45
à 7 ,95 mg (moyenne : 7 ,03 mg ; variance : 0,13 ; écart-type : 0,36). 
90 p. 100 des disques sont situés dans l'intervalle 7,03 mg± 0,5. 
Nous avons, d'autre part, pesé 40 disques d'un diamètre de 14 mm 
que nous avions nous-mêmes découpés dans le papier précédemment 
précisé. Leur masse oscille de 5 à 5,5 mg (moyenne : 5,28 mg; 
variance : 0,84; écart-type : 0,91). 
Enfin, nous avons tenté de voir s'il y avait une liaison entre la 
variation de poids des disques et celle des halos d'inhibition. Avec 
les 75 disques du commerce du groupe c) ci-dessus, nous notons 
5 anneaux de 28 mm, 19 de 29 mm, 29 de 30 mm, 20 de 31 mm et 2 
de 32 mm. 
Nous admettrons comme acceptable, la lecture à 1 mm près, en 
plus ou en moins. Nous constatons, alors, que 68 disques sur 75, 
soit 90,7 p. 100 donnent des réponses suffisamment reproductibles; 
7, soit 9,3 p. 100 sont en dehors de cet intervalle, ce qui correspond 
bien à l'ordre de grandeur de la variation de poids enregistrée ci­
dessus ; mais les écarts réels de teneur en antimicrobien sont assez 
faibles (7 p. 100 en plus ou en moins). 
Nous avons, enfin, plongé, les disques que nous avons fabriqués 
dans le même échantillon de lait renfermant 10 Unités interna­
tionales par ml. Placés sur boîtes de Pétri ensemencées par le sta­
phylocoque, nous avons pu lire au bout de 16 h à 37° C : 
2 halos de 32 mm, 11 de 34 mm, 12 de 35 mm, 15 de 36 mm. 
2 diamètres seulement sur 40 sont en dehors de l'intervalle accep­
table. Les variations de poids ont donc peu d'effet sur les résultats 
définitifs. 
3. - Fidélité de la méthode des disques. 
80 disques de même poids (5,6 mg) et de même diamètre (14 mm) 
ont été plongés pendant le même temps (3 mn) dans le même échan­
tillon de lait qui renfermait 10 Unités internationales de pénicil­
line G au ml. Pour les essorer7 ils ont été placés, chacun, 10 mn sur 
un côté, dans une botte de Pétri vide et stérile, et 10 mn sur l'autre 
face. Déposés alors sur plaques de gélose Heatley ensemencées par 
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FIG. Il 
Sensibilité du staphylocoque doré, en culture sur gélose Heatley aux antibiotiques selon la méthode utilisée. 
En abscisses, concentration en antibiotique (Unités internationales par ml) pour la pénicilline G, - g par ml 
pour les autres substances. 
En ordonnée, diamètre de l'auréole d'inhibition en mm. 
1. - Méthode des disques, pénicilline G, Diamètre du disque : 14 mm. 
2. - Méthode des disques, pénicilline G. Diamètre du disque : 10 mm ou 18 mm. 
3. - Méthode des cavités, streptomycine. Diamètre de la cavité: 22 mm. 
4. - Méthode des disques, streptomycine. Diamètre du disque: 14 mm. 
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le staphylocoque, ils ont malgré cela, montré de grandes diver­
gences de lecture 
2 halos de 32 mm de diamètre, correspondant à 5 U. I./�l ; 
4 halos de 33 mm de diamètre, correspondant à 6 U. l./ml; 
18 halos de 34 mm de diamètre, correspondant à 8 U. 1./ml ; 
27 halos de 35 mm de diamètre, correspondant à 10 U. 1./ml ; 
21 halos de 36 mm de diamètre, correspondant à 12 U. l./ml; 
8 halos de 37 mm de diamètre, correspondant à 15 U. I./ml. 
La moyenne est représentée par les halos de 35 mm ; 66 sur 80 sont 
dans l'intervalle que nous avons admis précédemment. Il y a donc, 
35 p. 100 de résultats exacts ou quasi-exacts; 63 p. 100 exacts à 
2 unités près (soit une erreur de 20 p. 100) et 17 p. 100 dont l'erreur 
est plus grande; elle pe.ut aller jusqu'à 50 p. 100. 
On peut donc reprocher à la méthode des disques son manque de 
reproductibilité ; et pourtant, nous avions pris toutes précautions 
pour normaliser les différents détails de la technique opératoire. 
C'est à une conclusion analogue, soulignant l'importance des 
divergences constatées d'un laboratoire à l'autre, qu'aboutissent 
des spécialistes des antibiogrammes, comme PENso et NEGRI, 
PITTON, CHABBERT. Des précautions doivent donc obligatoirement 
être prises, si l'on veut obtenir une meilleure concordance. 
Il est évident que des écarts, encore plus grands, doivent être 
obtenus si l'on n'observe pas des règles rigoureuses de manipulation 
lors de l'égouttage après avoir imprégné les disques de lait. Cette 
opération est absolument nécessaire, non seulement, pour normaliser 
les résultats quantitatifs, mais pour empêcher de fausses interpré­
tations, très fréquentes quand on veut par trop pousser la finesse de 
lecture des zones d'inhibition de la culture: une pastille trop chargée 
de lait laisse sourdre autour d'elle un peu de liquide risquant de créer 
ensuite une très légère auréole. Or, on peut réaliser cette opération 
par raclages avec retournement ou non au bord du récipient qui 
-contient l'échantillon un plus ou moins grand nombre de fois; on 
peut aussi, laisser séchèr chaque face dans une boîte de Pétri en 
plastique stérile. Ce dernier procédé s'il est le plus rigoureux du point 
de vue technique, ne peut être utilisé commodément avec un grand 
nombre d'échantillon, car il constituerait une perte de temps et ·rendrait l'ensemble plus coûteu x: quoi qu'il en soit, nous avons 
opéré expérimentalement, par égouttage avec retournement des 
disques soit 2 fois, soit 4 fois, soit 6 fois sur l'extrémité des flacons de 
prélèvement. Nous avons, aussi, attendu la dessiccation spontanée 
dans les boîtes de Pétri soit 3 mn, soit 5 mn, soit 10 mn par face. 
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Tous les disques découpés, toujours dans le même papier, avaient 
14 mm de diamètre et pesaient le même poids (5,4 mg). 
L'écart des résultats est représenté dans le tableau 1. 
Il y a, enfin, des manipulateurs qui font sécher les disques humides 
sur une feuille de papier filtre ou de buvard; d'autres qui les placent 
dans un courant d'air chaud. 
TABLEAU 
Lait renfermant 2 U. 1. Lait renfermant 10 U. 1. 
de pénicilline G de pénicilline G 
par ml par ml 
Diamètre des Teneur trouvée Diamètre des Teneur trouvée 
Nbre anneaux en pénicilline G Nbre anneaux en pénicillineG 
d'inhibition (U. I/ml) d'inhibition (U. 1/ml) 
--
1 23 0,6 1 32 5 
3 24 0,8 8 33 6 
1 25 1 17 34 8 
3 26 1,3 19 35 10 
4 27 1,6 10 36 13 
2 28 2 10 37 16 
3 29 2,6 4 38 20 
3 30 3,2 1 39 25 
4 31 4 
--
--
22 70 
Avec les taux faibles, mais qui sont encore énormes pour le lait 
(2 U. 1. de pénicilline par ml), 45 p. 100 des auréoles correspondent à 
une teneur qui oscille de 1,7 à 2,7 U. 1. par ml, soit avec une erreur 
de 15 p. 100 à 35 p. 100 - mais 55 p. 100 ont des écarts plus grands, 
s'abaissant d'un côté à 0,5 U. 1. et s'élevant de l'autre à 4 U. 1. 
(erreur de 75 p. 100, par défaut, à 200 p. 100, par excès). Avec les 
teneurs plus élevées (10 U. I./ml) la dispersion est moins grande: 
45 auréoles sur 70, soit 65 p. 100, sont dans l'intervalle admis précé­
demment ; mais, il y a encore, 24 halos, soit 35 p. 100, qui conduisent 
à des appréciations quantitatives anormales, les extrêmes atteignant 
50 p. 100 d'erreur par défaut et 250 p. 100 par excès. Malheureu­
sement, dans le lait, ce sont toujours des teneurs faibles, encore plus 
basses que celles que nous avons utilisées, qui sont rencontrées. 
L'essorage constitue bien le facteur le- plus évident et le plus impor­
tant de variations des résultats. 
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CONCLUSIONS 
La méthode des disques est l'une des plus simples et des plus 
rapides pour rechercher la présence d'antibiotiques dans le lait. Le 
germe test le plus sensible est actuellement Bacillus stearothermo­
philus variété calidolactis puisqu'il permet de détecter au bout de 
2 h 30 d'incubation : 0,0025 U. 1. de. pénicilline, 0,1 µg d'auréo­
mycine ou 10 µg de streptomycine par ml de lait. Il est possible de 
réaliser 12 épreuves simultanées par boite de Pétri de 9 cm, ce qui 
abaisse considérablement le prix de revient, et permet de réaliser de 
grandes séries. 
Il faut savoir, cependant, qu'il existe des défauts inhérents à la 
méthode, dont le principal est le manque de reproductibilité des 
résultats du point de vue quantitatif. 
Les réponses ne sont pas, cependant, faussées au point de faire 
passer pour négatif un résultat positif ; mais la taille des anneaux 
d'inhibition de culture peut beaucoup varier. Il y a donc lieu d'adop­
ter d'un laboratoire à l'autre un même protocole opératoire extrême­
ment précis. Il faut également que tous utilisent le même type de 
disques : ceux actuellement vendus par l'Institut Pasteur sont 
excellents; ils absorbent le lait extrêmement vite et s'essorent égale­
ment très rapidement (disques de 6 mm de diamètre et d'un poids 
moyen de 7 mg). 
Enfin, la méthode n'est pas spécifique et signale, seulement, la 
présence d'un antimicrobien (antiseptique à dose relativement 
élevée, il est vrai - lacténines du produit cru, comme l'a montré 
AucLAIR - autres facteurs inconnus). Le chauffage préalable, ou le 
contrôle de tous les échantillons positifs est utile pour se débarrasser 
de certaines fausses réponses. 
(Laboratoire de Microbiologie 
de la Faculté des Sciences de Caen, 
Centre de 38 cycle de Nutrition, Sciences du lait 
et Centre du Lait et des Viandes de l'Université de Caen.) 
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